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第 1 章では、ドキソルビシン (DXR)封入リポソームをモデルとして、カラムスイ
ッチング HPLC システムを用いてリポソーム封入 DXR と未封入 DXR の分離定量法
を開発後、分析法バリデーションを実施し、薬物封入率測定法としての妥当性を検
証した。さらに、同一の開発手順で、サルブタモール (SBM)封入リポソームおよび
E7107 封入リポソームについても、薬物封入率測定法を開発した。次に、第 2 章で
は、第 1 章で開発したカラムスイッチング HPLC システムによるリポソーム封入
DXR と未封入 DXR の分離定量法を基礎として、DXR 封入リポソームの in vitro 薬
物放出試験法を設定し、それによって得た結果と、一般的に行われている透析膜に
よる in vitro 薬物放出試験法によって得た結果を比較し、考察した。同様に、SBM
封入リポソームについても結果の比較および考察を加えることにより、開発したカ
ラムスイッチング HPLC システムによるリポソーム製剤の in vitro 薬物放出試験法の
有用性について考察した。最後に、第 3 章では、開発したカラムスイッチング
HPLC システムなどを用いて、脂質薄膜をインスリン (INS)溶液で水和することで調
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第 1 章 カラムスイッチング HPLC システムを用いたリポソーム製剤中の封入薬物
と未封入薬物の分離定量法の開発 















DXR 封入リポソームをモデルとして、カラムスイッチング HPLC システムを用
いてリポソーム封入 DXR と未封入 DXR の分離定量法を開発後、分析法バリデー
ションを実施し、薬物封入率測定法としての妥当性を検証した。さらに、同一の
開発手順で、SBM 封入リポソームおよび E7107 封入リポソームについても、薬物
封入率測定法を開発した。DXR、SBM、および、E7107 の化学構造をそれぞれ、





Figure 1-1. Chemical structure of doxorubicin (DXR). 
 
Figure 1-2. Chemical structure of salbutamol (SBM). 
 
Figure 1-3. Chemical structure of E7107. 
Formula: C27H29NO11 
Mol weight: 543.52 
Formula: C13H21NO3 
Mol weight: 239.311 
Formula: C40H66N2O9 
Mol weight: 718.96 
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第 2 節 カラムスイッチング HPLC システムを用いたリポソーム封入および
未封入 DXR の分離定量法の開発 
リポソームに封入された薬物と未封入の薬物を分離定量するために、Figure 1-4









された薬物は、そのままでは、HPLC システムの検出器として汎用される UV な
どでは正確に定量することが困難なため、すべての封入薬物をリポソームから抽






Figure 1-4. Schematic diagram of the column-switching HPLC system; (a) Separation 
of free and encapsulated drug and extraction of encapsulated drug from the inner phase of 












Table 1-1. Formulations of DXR liposomes and the physicochemical properties. 
Components Formulation A B C D E Doxil 
DXR hydrochloride (mg/mL) 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 
Phospholipid 
HSPC (mg/mL) 9.6 9.6 – 7.6 – 9.6 
DSPC (mg/mL) – – 9.6 –  – 
EPC (mg/mL) – – – 2.0 9.6 – 
Cholesterol (mg/mL) 3.2 3.2 3.2 3.2 3.2 3.2 
MPEG2000-DSPE (mg/mL) 3.2 3.2 3.2 – – 3.2 
DSPE-020CN (mg/mL) – – – 3.2 3.2 – 
Inner phase 
Ammonium sulfate (mM) 250 – 250 250 250 250 
HP-β-CyD (mM) – 250 – – – – 
Citric acid/sodium citrate q.s. q.s. q.s. q.s. q.s. q.s. 
pH 5.5 5.5 5.5 5.5 5.5 5.5 
Outer phase 
Histidine (mM) 10 10 – 10 10 10 
Sucrose (mg/mL) 9 9 – 9 9 9 
Ammonium sulfate (mM) – – 250 – – – 
Citric acid/sodium citrate – – q.s. – – – 
pH 7.5 7.5 5.5 7.5 7.5 7.5 
Mean diameter ± SD (nm) in water 109.5 ± 22.0 106.5 ± 31.5 112.1 ± 23.1 115.4 ± 33.8 99.5 ± 20.0 82.4 ± 16.4 




第 1 項 DXR 封入リポソームの特性評価 
Table 1-1 にモデルとして用いた DXR 封入リポソームの組成、粒子径、およ




HSPC や DSPC のような長鎖アシル基をもつ飽和リン脂質は、柔軟性に欠けた
不透過性のリポソーム二重膜を形成する。反対に、EPC や SPC などの天然由来
の不飽和リン脂質は、透過性が高い、比較的不安定なリポソーム二重膜を形成
する。また、コレステロールは、リン脂質二重膜を安定化する。つまり、Table 
1-1 に示した DXR 封入リポソーム A～E は、それらの粒子径を 100 nm 程度に統
一する一方で、リン脂質二重膜の柔軟性と透過性に多様性を持つように調製し
た。また、リポソーム A は、Doxil を模擬して調製した。 
第 2 項 リポソーム封入および未封入 DXR の分離条件の選択 
構築したカラムスイッチング HPLC システム (Figure 1-4)の分離カラムとして、
Table 1-2 に示すさまざまな SPE カラムを用い、Doxil を注入したときに見積も
られる未封入 DXR の量 (%)を評価した。結果を Figure 1-5 に示す。なお、試料





き、未封入 DXR の量は約 1%以下と見積もられ、リポソームに封入された
DXR とカラム固定相との相互作用が最小化され、封入 DXR と未封入 DXR の分
離に適していると考えられた。 
さらに、封入 DXR と未封入 DXR の分離における移動相の影響を調査するた
めに、分離カラムとして、Diol あるいは C18 カラムを用い、さまざまな移動相
によって Doxil の試料溶液を注入したときに見積もられる未封入 DXR の量 (%)
を評価した。結果を Figure 1-6 に示す。なお、試料溶液は、Doxil を水で 10 倍
希釈して用いた。 
分離カラムとして、Diolカラム (Figure 1-6 (a))、移動相として、水、0.1% SDS、
0.1% CH3COONH4、0.1% Na2HPO4、10% ACN、および、10% MeOHを用いた
場合、未封入DXRの量は約 1%以下と見積もられた。逆に、移動相として、
















ング HPLC システム (Figure 1-4)の分離過程においては、分離カラム、および、
移動相としてそれぞれ、Diol カラム、および、水を選択することとした。加え
て、リポソームの剛性を高め、リポソーム内部からの意図しない封入 DXR の
漏出を避けるため、分離カラムの温度を低温の 10 °C に設定した。 
Table 1-2. Information for the SPE columns used for column screening for 
separation and extraction. 
ID Brand name (Supplier) 
Size 





Diol Inertsil Diol (GL Science) 4.6 × 10 5 10 Silica Diol 
PVA MSpak GF4A (Shodex) 4.6 × 10 9 40 Polyviny alcohol 
PHM SB400G-4A (Shodex) 4.6 × 10 7 – Polyhydroxymethacrylate 
MC Shim-pack MAYI-ODS (Shimadzu GLC) 4.6 × 10 50 13 Silica Methylcellulose 
C4 YMC-Pack Pro C4 (YMC) 4.0 × 23 5 12 Silica Butyl 
C8 YMC-Pack Pro C8 (YMC) 4.0 × 23 5 12 Silica Octyl 





Figure 1-5. DXR leakage from Doxil estimated using various SPE columns for 
separation of free and encapsulated DXR. A sample suspension of Doxil was injected into the 
column-switching HPLC system (Figure 1-4) equipped with various SPE columns as the 
separation column and C18 SPE column as the extraction column. Water and a mixture of 
ACN, water, and CH3COONH4 (800:200:1, v/v/w) were used as the injection mobile phase 
and the extraction mobile phase, respectively. Results are means ± SD of three experiments. 




Figure 1-6. DXR leakage from Doxil estimated using various mobile phases for 
separation of free and encapsulated DXR. A sample suspension of Doxil was injected using 
various mobile phases into the column-switching HPLC system (Figure 1-4) equipped with 
(a) Diol SPE column or (b) C18 SPE column as the separation column and C18 SPE column 
as the extraction column. Results are means ± SD of three experiments. 





第 3 項 リポソーム封入 DXR の抽出条件の選択 
第 2 節 第 2 項の結果から、リポソーム表面とカラム固定相との疎水的相互作
用により、リポソームを崩壊させた後、リポソーム封入薬物をカラム固定相上
に抽出可能であることが示唆された。 
構築したカラムスイッチング HPLC システム (Figure 1-4)においては、抽出カ
ラムの固定相との疎水的相互作用により、分離カラムを通過したリポソーム封
入 DXR を、抽出カラム上に全量抽出することを試みた。Figure 1-5 および
Figure 1-6 の結果を勘案し、抽出カラムとして C18 カラムを選択したうえで、ポ




の封入 DXR の抽出を効果的にするため、抽出カラムの温度を、DXR 封入リポ
ソームの相転移温度以上である 55 °C に設定した。開発するカラムスイッチン
グ HPLC システムの分離過程および抽出過程の概念図を Figure 1-7 に示す。 
 
Figure 1-7. Schematic explanation of separation and extraction processes in the 




第 4 項 リポソーム封入および未封入 DXR の分析手順の設定 
未封入 DXR および封入 DXR をそれぞれ、分離カラムおよび抽出カラムの固
定相上に抽出した後、カラムスイッチング HPLC システム (Figure 1-4)に装備し
た 6 方バルブを切り替え、それぞれを順次、分析カラムに導入し、カラムヘッ
ドで濃縮した後、グラジエント分析を行った。DXR の検出は、極大吸収波長で
ある 235 nm で行った。 
これまでの検討結果に基づき設定したカラムスイッチング HPLC システムに
よる DXR 封入リポソーム製剤の分析条件を Table 1-3 に示す。また、本法に従
い、DXR 封入リポソーム A を分析した際の代表的クロマトグラムを Figure 1-8
に示す。未封入 DXR および封入 DXR を良好に分離定量できることが示唆され
た。 
Table 1-3. The optimized analytical conditions of the column-switching HPLC 
system for DXR liposome. 
Detection:  UV (Detection wavelength: 235 nm) 
Separation column:  Inertsil WP300 Diol (10 mm × 4.0 mm I.D., 5 μm) (10 °C) 
Extraction column:  YMC-Pack Pro C18 (23 mm × 4.0 mm I.D., 3 μm) (55 °C) 
Analytical column:  YMC-Pack Pro C18 (75 mm × 4.6 mm I.D., 3 μm) (Ambient) 
Mobile phase 
Pump A1 and B1:  Water 
Pump A2 and B2:  A mixture of acetonitrile, water and ammonium acetate (800:200:1, v/v/w) 
Flow rate 
Total of pump A1 and A2: 1 mL/min 
Total of pump B1 and B2: 1 mL/min 
Sample concentration: 0.2 mg/mL as DXR hydrochloride 
Injection volume:  5 μL 
Program:   Linear gradient and valve position as shown below 




Figure 1-4 (a) Separation 
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Figure 1-8. Representative chromatograms for DXR liposome formulation; (a) DXR 
solution (0.2 mg/mL), (b) sample suspension of DXR liposome A (0.2 mg/mL), (c) sample 
suspension of liposome A without DXR (blank). 
第 3 節 カラムスイッチング HPLC システムを用いたリポソーム封入および
未封入 DXR の分離定量法の分析法バリデーション 
開発したカラムスイッチングHPLCによるリポソーム封入DXRと未封入DXRの






第 1 項 特異性 
特異性は、クロマトグラム上のピーク分離によって評価した。Figure 1-8 に示
すように、DXR 封入リポソーム A 中の封入 DXR および未封入 DXR は良好に
分離され、かつ、封入 DXR および未封入 DXR の溶出位置に測定上の妨害がな
かったことから、本法の特異性に問題を認めなかった。 
第 2 項 併行精度 
DXR 封入リポソーム A を連続 6 回分析し、得られた封入 DXR および未封入
DXR のピーク面積を用い、Equation 1 に従って薬物封入率を算出した。得られ
た薬物封入率の平均値、標準偏差、相対標準偏差、および、標準偏差の 95%信
頼区間はそれぞれ、94.2%、0.44%、0.47%、および、0.27%～0.46%であった。













 × 100= �1 - Fdrug
Tdrug
�  × 100= �1 - Fdrug
Fdrug+Edrug
�  × 100 
where, 
EE: Encapsulation efficiency (%) 
Edrug: Encapsulated drug in liposome formulation 
Tdrug: Total amount of drug 
Fdrug: Free (unloaded) drug in liposome formulation 
第 3 項 直線性 
直線性は、合計 4 つの回帰直線を作成し、それぞれの傾きを比較することに
より評価した。DXR 封入リポソーム A 中の封入 DXR あるいは未封入 DXR そ






ない DXR 溶液を試料溶液として用いた。 









Table 1-4. Formulae of regression lines for free and encapsulated DXR in DXR 
liposome A (Y = aX + b); peak area (Y) was plotted against concentration (X). 






coefficient (r) Slope ratio* 
Free Low 0.002 – 0.04 11370 −16.30 0.9993 0.9 High 0.1 – 0.3 12580 −132.8 0.9998 1.0 
Encapsulated Low 0.002 – 0.04 11800 −5.816 0.9999 0.9 High 0.1 – 0.3 12830 −278.7 0.9995 – 
*Slope/slope for encapsulated DXR (high) 
 
第 4 項 真度 (回収率) 
真度 (回収率)は、DXR 封入リポソーム A の試料溶液 (0.1、0.2、および、
0.3 mg/mL)から得た封入 DXR および未封入 DXR の合計ピーク面積を、対応す
る DXR 溶液から得た DXR のピーク面積と比較することにより評価した。結果
を Table 1-5 に示す。得られた回収率は、検証した濃度水準において、99.8%～
100.0%となり、良好であった。このことは、開発したカラムスイッチング
HPLC システムに DXR 特異的な吸着がないこと、および、設定した抽出操作に
より封入 DXR を完全に抽出 (回収)できることを示した。本法の真度 (回収率)に
問題を認めなかった。 
Table 1-5. Recovery of DXR from DXR liposome A. 
DXR in liposome sample suspension (mg/mL) 0.1 0.2 0.3 
Recovery (%) (average, n=3) 99.8 100.0 99.8 
RSD (%) 1.7 0.3 1.1 
95% confidence interval (%) 95.7 – 103.9 99.3 – 100.6 96.9 – 102.7 99.1 – 100.7 
 
第 5 項 室内再現精度 
DXR 封入リポソーム A について、2 人の試験者 (A あるいは B)が、2 ロット
の分離カラム (Inertsil WP300 Diol；ロット α あるいは β)、および、2 ロットの抽
出カラム (YMC-Pack Pro C18；ロット X あるいは Y)を用いて、6 日間にわたり
分析 (繰り返し 3 回)し、封入 DXR および未封入 DXR のピーク面積を得て、
Equation 1 に従い薬物封入率を算出した。得られた薬物封入率の一元配置によ






Table 1-6. Intermediate precision for encapsulation efficiency (EE) of DXR 
liposome A. 
Day (Entry) 1 2 3 4 5 6 
Operator A B A B B A 
Separation column α α β β α β 
Extraction column X Y X Y X Y 
EE (%) 
n=1 96.7 97.1 95.8 96.1 96.7 96.9 
n=2 97.2 96.9 96.3 96.0 96.9 96.9 
n=3 97.0 96.2 96.1 96.0 96.9 96.8 
Average (%) 96.6 
 Repeatability Intermediate Precision 
SD (%) 0.25 0.46 
95% confidence interval 
of SD (%) 0.18 – 0.41 0.31 – 0.94 
RSD (%) 0.26 0.48 
 
第 6 項 定量限界および検出限界 




望濃度の DXR 溶液から得たピークを目視確認することにより検証した。 
定量限界を検証するため、1 μg/mL の DXR 溶液を連続 6 回分析し、得られた
未封入 DXR のピーク面積の相対標準偏差を求めたところ、7.6%であった。定
量限界付近で未封入 DXR ピークの評価を行う場合、DXR 封入リポソーム製剤
の薬物封入率は 95%以上と見込まれる。その場合の評価にあたっては、未封入
DXR のピークは封入 DXR のピークに比べてはるかに小さく、薬物封入率の算
出において、そのばらつき (相対標準偏差: 7.6%)は無視できると考えられること
から、検証した 1 μg/mL は、本法の定量限界として許容できると判断した。 
検出限界を検証するため、0.1 μg/mL の DXR 溶液を分析した。得られたクロ
マトグラムを Figure 1-9 に示す。未封入 DXR のピークを目視で確認できたこと




Figure 1-9. Chromatogram for confirmation of detection limit; free DXR solution 
(0.1 μg/mL). 
第 7 項 遠心分離法によって得た薬物封入率との比較 
開発したカラムスイッチング HPLC 法により得た薬物封入率と、従来から一
般的に用いられている遠心分離法によって得た薬物封入率の一致性について検
証した。Table 1-1 に示す DXR 封入リポソームを試料として用いた。両法で得







ッチング HPLC 法が、遠心分離法の代替法に成り得ることを示唆した。 
Table 1-7. Comparison of encapsulation efficiencies (EE) of DXR liposomes 
obtained by the developed column-switching HPLC and ultracentrifugation. 
Method EE ± SD (%) A B C D E Doxil® 
Ultracentrifugation 93.0 ± 0.25 87.5 ± 1.06 50.5 ± 2.04 95.2 ± 0.19 97.6 ± 0.32 98.6 ± 0.40 
Column-switching 
HPLC 93.6 ± 0.14 86.5 ± 1.53 50.2 ± 0.49 94.3 ± 0.54 97.4 ± 0.06 97.7 ± 0.49  
 
min














 Free DXR 
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第 4 節 SBM および E7107 封入リポソームへの応用 
前節までに、DXR 封入リポソームのカラムスイッチング HPLC システムによる
薬物封入率測定法を開発した。同一の開発手順で、SBM 封入リポソームおよび
E7107 封入リポソームについても、カラムスイッチング HPLC システムによる薬
物封入率測定法を開発した。Table 1-8 および Table 1-9 に示す組成の SBM 封入リ
ポソームおよび E7107 封入リポソームについて、分析条件を最適化した。検討の
結果、SBM 封入リポソームおよび E7107 封入リポソームに対して設定したカラム
スイッチング HPLC システムの分析条件を Table 1-10 および Table 1-11 に、設定し
た条件で分析した際の代表的クロマトグラムを Figure 1-10 および Figure 1-11 に示
す。SBM 封入リポソーム中の封入 SBM および未封入 SBM、および、E7107 封入





Table 1-8. Formulations of SBM liposomes and their physicochemical properties. 
Components Formulation F G H I J K 
Salbutamol hemisulfate (mg/mL) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 
Phospholipid 
HSPC (mg/mL) 9.6 9.6 9.6 9.6 8.0 – 
EPC (mg/mL) – – – – – 7.9 
Cholesterol (mg/mL) 3.2 3.2 3.2 3.2 0.5 0.5 
MPEG2000-DSPE (mg/mL) 3.2 3.2 3.2 3.2 – – 
Inner phase 
Ammonium sulfate (mM) 250 300 – – 120 120 
HP-β-CyD (mM) – – – 250 – – 
Sodium citrate (mM) – – 300 – – – 
Citric acid/Sodium citrate q.s. q.s. q.s. q.s. – – 
pH 5.5 5.5 5.5 5.5 5.4 5.4 
Outer phase 
Phosphate buffered saline  
NaCl (mg/mL) 8.00 
Na2HPO4 (mg/mL) 1.44 
KH2PO4 (mg/mL) 0.24 
pH 7.4 
Mean diameter ± SD (nm) in water 118.6 ± 20.2 164.3 ± 57.0 169.3 ± 50.4 103.7 ± 30.1 140.1 ± 42.7 123.7 ± 23.5 









Table 1-9. Formulations of E7107 liposomes and their physicochemical properties. 
Components Formulation L M N O P 
E7107 (mg/mL) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 
Phospholipid 
HSPC (mg/mL) 9.6 9.6 – 7.6 – 
DSPC (mg/mL) – – 9.6 – – 
EPC (mg/mL) – – – 2.0 9.6 
Cholesterol (mg/mL) 3.2 3.2 3.2 3.2 3.2 
MPEG2000-DSPE (mg/mL) 3.2 3.2 3.2 – – 
DSPE-020CN (mg/mL) – – – 3.2 3.2 
Inner phase 
Ammonium sulfate (mM) 250 – 250 250 250 
HP-β-CyD (mM) – 250 – – – 
Citric acid/Sodium citrate q.s. q.s. q.s. q.s. q.s. 
pH 5.5 5.5 5.5 5.5 5.5 
Outer phase 
L-histidine (mM) 10 10 – 10 10 
Sucrose (mg/mL) 9 9 – 9 9 
Ammonium sulfate (mM) – – 250 – – 
pH 7.5 7.5 5.5 7.5 7.5 
Mean diameter ± SD (nm) in water 121.8 ± 28.4 107.0 ± 34.8 108.7 ± 23.8 112.6 ± 21.3 129.7 ± 33.3 





Table 1-10. The optimized analytical conditions of the column-switching HPLC 
system for SBM liposome. 
Detection:  UV (Detection wavelength: 225 nm) 
Separation column:  MAYI-ODS (G) (10 mm × 4.6 mm I.D., 50 μm) (10 °C) 
Extraction column:  YMC-Pack Pro C18 (23 mm × 4.0 mm I.D., 3 μm) (55 °C) 
Analytical column:  YMC-Pack Pro C18 (75 mm × 4.6 mm I.D., 3 μm) (Ambient) 
Mobile phase 
Pump A1 and B1:  Water 
Pump A2 and B2:  A mixture of acetonitrile, water and ammonium acetate (800:200:1, v/v/w) 
Flow rate 
Total of pump A1 and A2: 1 mL/min 
Total of pump B1 and B2: 1 mL/min 
Sample concentration: 0.2 mg/mL as salbutamol hemisulfate 
Injection volume:  10 μL 
Program:   Linear gradient and valve position as shown below 




Figure 1-4 (a) Separation 
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Figure 1-10. Representative chromatograms of SBM liposome obtained by the optimized 
column-switching HPLC method; (a) SBM solution (0.2 mg/mL), (b) sample suspension of 
SBM liposome E (0.2 mg/mL), (c) sample suspension of SBM liposome E without 
salbutamol (blank). 
min















Table 1-11. The optimized analytical conditions of the column-switching HPLC 
system for E7107 liposome. 
Detection:  UV (Detection wavelength: 241 nm) 
Separation column:  Inertsil WP300 Diol (10 mm × 4.0 mm I.D., 5 μm) (10 °C) 
Extraction column:  YMC-Pack Pro C18 (23 mm × 4.0 mm I.D., 3 μm) (55 °C) 
Analytical column:  YMC-Pack Pro C18 (75 mm × 4.6 mm I.D., 3 μm) (Ambient) 
Mobile phase 
Pump A1 and B1:  Water 
Pump A2 and B2:  A mixture of acetonitrile, water and ammonium acetate (800:200:1, v/v/w) 
Flow rate 
Total of pump A1 and A2: 1 mL/min 
Total of pump B1 and B2: 1 mL/min 
Sample concentration: 0.1 mg/mL as E7107 
Injection volume:  10 μL 
Program:   Linear gradient and valve position as shown below 




Figure 1-4 (a) Separation 
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Figure 1-11. Representative chromatograms of E7107 liposome obtained by the 
optimized column-switching HPLC method; (a) E7107 solution (0.1 mg/mL), (b) sample 
suspension of E7107 liposome J (0.1 mg/mL), (c) sample suspension of E7107 liposome J 
without E7107 (blank). 
min
















離法によって得た薬物封入率の一致性について検証した。Table 1-8 および Table 1-
9 に示した SBM 封入リポソームおよび E7107 封入リポソームを試料として用いた。
両法で得た薬物封入率を Table 1-12 および Table 1-13 に示す。いずれの SBM 封入








Table 1-12. Comparison of encapsulation efficiencies (EE) of SBM liposomes 
obtained by the developed column-switching HPLC and ultracentrifugation. 
Method EE ± SD (%) F G H I J K 
Ultracentrifugation 26.1 ± 0.67 36.2 ± 0.83 16.3 ± 0.43 34.4 ± 0.38 38.4 ± 0.47 29.6 ± 0.48 
Column-switching 
HPLC 23.9 ± 0.14 34.8 ± 0.61 16.0 ± 0.50 32.0 ± 1.47 37.4 ± 0.57 30.7 ± 0.90 
 
Table 1-13. Comparison of encapsulation efficiencies (EE) of E7107 liposomes 
obtained by the developed column-switching HPLC and ultracentrifugation. 
Method EE ± SD (%) L M N O P 
Ultracentrifugation 94.8 ± 0.05 94.3 ± 0.51 36.4 ± 1.61 94.5 ± 0.23 95.5 ± 1.22 
Column-switching 





第 5 節 小活 
DXR 封入リポソームをモデル製剤として、カラムスイッチング HPLC システム
を用いてリポソーム製剤の封入薬物と未封入薬物の分離定量法を開発した。その
後、分析法バリデーションを実施することで、リポソーム製剤の薬物封入率測定




















第 2 章 カラムスイッチング HPLC システムを用いたリポソーム製剤の in vitro 薬物
放出試験法の開発 





















第 1 章で開発したカラムスイッチング HPLC システムを基礎として、リポソー







第 2 節 カラムスイッチング HPLC システムを用いた DXR 封入リポソーム
の in vitro 薬物放出試験法の開発 





を Figure 2-12 に示す。開発したカラムスイッチング HPLC システムによる in vitro
薬物放出試験法において、リポソーム製剤は各種溶媒に分散、攪拌された後、規
定時間でカラムスイッチング HPLC システムに直接注入され、封入薬物と放出 
(未封入)薬物が分離される。その比率から、薬物放出率を算出する。 
検討には、Table 2-14 に示す組成の DXR 封入リポソームをモデルとして用いた。
HSPC ストックリポソームは、薬物封入特性の評価法への応用検討に使用した。 
 
Figure 2-12. Schematic overviews of the developed in vitro drug release test 
methodology by the column-switching HPLC and a conventional in vitro drug release test 
methodology by dialysis. 
 






Table 2-14. Formulations of DXR liposomes and their physicochemical properties. 
Components Formulation EPC EPC+HSPC Doxil® HSPC stock liposome 
Doxorubicin HCl (mg/mL) 2.0 2.0 2.0 - 
Phospholipid 
HSPC (mg/mL) - 7.6 9.6 24 
EPC (mg/mL) 9.6 2.0 - - 
Cholesterol (mg/mL) 3.2 3.2 3.2 8 
MPEG2000-DSPE (mg/mL) - - 3.2 8 
DSPE-020CN (mg/mL) 3.2 3.2 - - 
Inner phase 
Ammonium sulfate (mM) 250 250 250 250 
Citric acid/Sodium citrate q.s. q.s. q.s. q.s. 
pH 5.5 5.5 5.5 5.5 
Outer phase 
Histidine (mM) 10 10 10 10 
Sucrose (mg/mL) 9 9 9 9 
pH 7.5 7.5 7.5 7.5 
Encapsulation efficiency ± SD (%) 97.4 ± 0.06 94.3 ± 0.54 97.7 ± 0.49 − 
Mean diameter (nm) 
(polydispersity index) 















第 1 項 DXR 封入リポソームの特性評価 
Table 2-14 にモデルとして用いた DXR 封入リポソームの組成、第 1 章で開発
したカラムスイッチング HPLC 法で測定した薬物封入率、粒子径、および、ゼ
ータ電位を示す。DXR 封入リポソーム EPC および EPC+HSPC は、脂質薄膜を
水和することであらかじめ調製したリポソームと、DXR 溶液を混合することに










第 2 項 DXR の溶解性 
37 °C における DXR の 0.1 mol/L 塩酸中および PBS 中での溶解度を調査した
ところ、DXR 塩酸塩として、0.1 mol/L 塩酸中で、20 mg/mL 以上、PBS 中で、
17.3 mg/mL (繰り返し 3 回の平均値)であった。つまり、後述する透析法および
カラムスイッチング HPLC システムによる DXR 封入リポソームの in vitro 薬物
放出特性の評価においては、いずれもシンク条件を満たしていることが確認さ
れた。 
第 3 項 カラムスイッチング HPLC システムによる DXR 封入リポソームの
in vitro 薬物放出試験法の妥当性検証 
本法の基礎となるカラムスイッチング HPLC システムによるリポソーム封入
DXR と未封入 DXR の分離定量法 (Table 1-3)は、第 1 章において、その妥当性が
確認されているが、対象となる DXR 封入リポソーム EPC および EPC+HSPC の
リン脂質組成は、測定法の妥当性の検証に使用した試料 (Table 1-1; DXR 封入リ
ポソーム A)の組成と異なるため、リン脂質組成の差が影響を与える可能性が最
も高い評価項目である真度 (回収率)について、追加検証した。真度 (回収率)は、
DXR 封入リポソーム EPC あるいは EPC+HSPC の試料溶液 (0.2 mg/mL)から得た
封入 DXR および未封入 DXR の合計ピーク面積を、対応する DXR 溶液から得
た DXR のピーク面積と比較することにより評価した。回収率の結果 (平均 ± 
標準偏差，n=3)は、DXR 封入リポソーム EPC の場合、100.2% ± 1.5%、
EPC+HSPC の場合、101.2% ± 2.0%であった。この結果は、開発したカラムス
イッチング HPLC システムに DXR の特異的吸着がないこと、および、設定し
 31 
 
た抽出操作により、対象となる DXR 封入リポソーム EPC および EPC+HSPC か
ら封入 DXR を完全に抽出 (回収)できることを示した。 
第 3 節 透析法による DXR 封入リポソームの in vitro 薬物放出特性の評価 
DXR 封入リポソーム EPC、EPC+HSPC、および、Doxil の in vitro 薬物放出特性
を、透析法 (透析膜: CelluSep F1; MWCO: 3.5 kDa、温度: 37 °C、回転子回転速度: 
350 rpm)により、0.1 mol/L塩酸中および PBS 中で評価した。また、DXR の透析膜
透過速度を見積もるため、DXR 溶液 (2 mg/mL)についても、同様に評価した。得
られた結果を Figure 2-13 に示す。 
リポソームからの DXR の放出速度は、0.1 mol/L 塩酸中および PBS 中のいずれ
においても、EPC ˃ EPC+HSPC ˃ Doxil と見積もられた。これは、DXR 封入リポ
ソームのリン脂質二重膜の柔軟性と透過性を反映した結果であった。また、
0.1 mol/L 塩酸中における DXR の放出速度は、PBS 中のそれよりも速かった。し
かしながら、DXR 溶液でさえも、透析膜を介した DXR の漏出が、0.1 mol/L 塩酸
中で完了、あるいは、PBS 中で頭打ちに達するまでに約 6 時間を要した。薬物の
透析は、透析膜内外の溶液中の薬物濃度に依存し、温度、粘度、および、分散媒
の攪拌強度にも影響を受ける。PBS 中では、DXR が粘性の高い分散体に変化した
ことを考慮すると、PBS 中で観察された DXR の不完全な放出は、0.1 mol/L 塩酸
中に比べて低い PBS 中の溶解度だけに依存するのではなく、PBS 中での低い流動
性 (不十分な攪拌強度)によっても引き起こされた可能性があると考えられた。そ
こで、攪拌強度の影響を調査するため、回転子の回転速度を 200、350、あるいは、
800 rpm に変更し、DXR 溶液を用いて、透析膜を通した DXR の漏出特性を PBS
中で評価した。結果を Figure 2-14 に示す。回転子の回転速度を 800 rpm とした場
合でも、PBS 中においては、DXR の完全漏出は達成されなかった。200 rpm の場
合では、他と比べて、DXR の漏出速度がわずかに遅くなる傾向があったものの、
350 rpm の場合と 800 rpm の場合の間に、DXR の漏出プロファイル上の顕著な差
は認められなかった。一方、800 rpm の場合には、わずかながら DXR の漏出プロ
ファイルのばらつきが大きくなった。これは、激しい攪拌によって発生した気泡
が原因となって生じたと考えられた。それゆえ、Figure 2-13 の薬物放出プロファ
イル取得のために選択した 350 rpm の回転速度は、本透析法で達成できる最適な
攪拌条件であったと考えられた。 
これらの結果を勘案すると、本透析法においては、最大 6 時間程度の DXR の透
析膜透過遅延が存在することから、本透析法によって得たリポソームからの DXR













DXR の透析膜透過に与える MWCO の影響を調査するため、透析膜として、
CelluSep F1 (MWCO: 3.5 kDa)、および、F2 (MWCO: 12–14 kDa)を用いて、DXR 溶
液および Doxil からの DXR の放出特性を評価した。結果を Figure 2-15 に示す。
0.1 mol/L塩酸中においては (Figure 2-15 (a))、透析膜の MWCO に関係なく、DXR
溶液でさえも、透析膜を介した DXR の完全漏出までに約 6 時間を要した。一方、
Doxil からの DXR の放出も、透析膜の MWCO に関係なく、24 時間後においても
5%以下であった。PBS 中においては (Figure 2-15 (b))、24 時間後までの DXR 溶液
からの透析膜を介した DXR の漏出特性に、わずかな差が認められたものの、透
析膜の MWCO に関係なく、DXR の漏出が頭打ちになるまでには、0.1 mol/L 塩酸
中の場合と同様に、約 6 時間を要した。PBS 中での Doxil からの DXR の放出特性
も、0.1 mol/L 塩酸中の場合と同様に、透析膜の MWCO に関係なく、24 時間後に
おいても 5%以下であった。結果として、Figure 2-13 の薬物放出プロファイル取得







Figure 2-13. The in vitro drug release profiles of the DXR liposomes by dialysis in (a) 
0.1 mol/L HCl and (b) PBS (pH 7.4). CelluSep F1 (MWCO: 3.5 kDa) was used as the 






Figure 2-14. Influence of agitation speed on the in vitro drug release profiles of DXR 
solution in PBS (pH 7.4) by dialysis. CelluSep F1 (MWCO: 3.5 kDa) was used as the dialysis 





Figure 2-15. Influence of MWCO on the in vitro drug release profiles by dialysis (a) in 
0.1 mol/L HCl and (b) in PBS (pH 7.4). Data are represented as mean ± S.D. of three 
experiments. 
第 4 節 カラムスイッチング HPLC システムによる DXR 封入リポソームの
in vitro 薬物放出特性の評価 
開発したカラムスイッチング HPLC 法により、0.1 mol/L塩酸中および PBS 中に
おける、DXR 封入リポソーム EPC、EPC+HSPC、および、Doxil の in vitro 薬物放







透過性を反映し、0.1 mol/L 塩酸中および PBS 中のいずれにおいても、EPC ˃ 
EPC+HSPC ˃ Doxil となった。また、0.1 mol/L塩酸中における DXR の放出の程度
は、PBS 中よりも大きくなった。これらは、透析法によって得た関係性と同じで
あった。 
カラムスイッチング HPLC 法により得たリポソームからの DXR の放出特性の
関係性は、透析法により得た関係性と一致したものの、両法によって得た DXR
放出プロファイルそのものの違いは明らかであった。カラムスイッチング HPLC
法によって得たリポソームからの DXR の放出特性は、0.1 mol/L 塩酸中および
PBS 中のいずれにおいても、放出速度そのものには、顕著な差を認めなかったも
のの (5 分以内に頭打ち)、その DXR の放出の程度には、明らかな違いがあった。
カラムスイッチング HPLC 法には、リポソームからの DXR の放出以外に律速と
なる過程が存在しないことから、これらの結果は、DXR 封入リポソームの新たな
in vitro 薬物放出プロファイルを明らかにしたと考えられた。つまり、透析法によ
って観察されたリポソームからの DXR の放出特性の差は、分散媒の pH に起因し










Figure 2-16. The in vitro release profiles of the DXR liposome obtained by the column-
switching HPLC in (a) 0.1 mol/L HCl and (b) PBS (pH 7.4). Data are represented as mean ± 
S.D. of three experiments. 
第 5 節 SBM 封入リポソームへの応用 
前節までに、開発したカラムスイッチング HPLC システムによる in vitro 薬物放
出試験法により、DXR 封入リポソームからの DXR の放出特性を評価し、透析法
による結果と比較した。同様に、Table 2-15 に示す SBM 封入リポソームについて
も、PBS 中で、カラムスイッチング HPLC 法で SBM の放出特性を評価し、透析





HPLC システムの操作条件は、Table 1-10 に示す通りであった。 
カラムスイッチング HPLC 法により得たリポソームからの SBM の放出挙動は、
5 分以内に約 90%に達し、その後、約 12 時間後までに完全放出された。一方、透
析法による場合は、24 時間後まで徐々に SBM を放出した。評価に用いた SBM 封
入リポソームの薬物封入率が 30%程度であったことも勘案すると、これらの結果
は、DXR 封入リポソームの場合と同様の考察を導き、透析膜によるリポソーム製




在しないことから、リポソーム製剤の in vitro 薬物放出特性を詳細に評価･解明す
る手段となり得ることを示唆した。 
Table 2-15. Formulation of SBM liposome and the physicochemical properties. 
Components Formulation 
Salbutamol hemisulfate (mg/mL) 1.0 
Phospholipid EPC (mg/mL) 7.9 Cholesterol (mg/mL) 0.5 
Inner phase Ammonium sulfate (mM) 120 
pH 5.4 
Outer phase 
Phosphate-buffered saline (PBS)  
NaCl (mg/mL) 8.00 
Na2HPO4 (mg/mL) 1.44 
KH2PO4 (mg/mL) 0.24 
pH 7.4 
Encapsulation efficiency ± SD (%) 30.7 ± 0.90 
Mean diameter (nm) (polydispersity index) in water 114.0 (0.082) 





Figure 2-17. Comparison of the in vitro release profiles of a salbutamol-loaded liposome 
obtained by the column-switching HPLC or dialysis in PBS (pH 7.4) at 37 °C. Data are 
represented as mean ± S.D. of three experiments. 
第 6 節 薬物封入特性評価法への応用 
開発したカラムスイッチング HPLC システムは、リポソーム製剤の in vitro 薬物
放出特性の評価法として応用可能であった。さらに、本システムは、薬物封入特
性の評価法としても応用可能であると考えられた。カラムスイッチング HPLC シ
ステムを用い、Table 2-14 に示す HSPC ストックリポソーム内への DXR の封入特
性の温度依存性を評価した。結果を Figure 2-18 に示す。 
DXR のリポソーム内への封入速度は、静置温度が高くなるほど速くなり、










Figure 2-18. Temperature dependency of the encapsulation characteristics of DXR into 
the inner phase of the liposome. Data for 30 °C are the mean ± S.D. of six experiments. Data 
for 40 °C and 50 °C are represented as mean ± S.D. of three experiments. 
第 7 節 小活 
第 1 章で開発したカラムスイッチング HPLC システムを基礎として、リポソー





1) 透析によるリポソーム製剤の in vitro 薬物放出試験法の場合、得られる薬物放
出プロファイルは、リポソームからの薬物放出に続く、薬物の透析膜透過律速
で形成される可能性がある。 
















第 3 章 カラムスイッチング HPLC システムを用いたリポソーム製剤の特性評価 














で調製したリポソーム製剤中の INS の封入状態を、カラムスイッチング HPLC シ
ステムにより評価した。また、従来法から用いられている遠心分離法でも評価し、
得られた結果を比較することにより、リポソーム製剤中の INS の封入状態および
開発したカラムスイッチング HPLC システムの有用性について考察した。 
第 2 節 INS 封入リポソームの封入状態の評価 
遠心分離法に加え、開発したカラムスイッチング HPLC 法を用いて、リポソー
ム製剤中の存在状態の異なる薬物を分離評価し、薬物の封入状態について考察し
た。Table 3-16 に示す組成の INS 封入リポソームをモデル製剤として用いた。INS
封入リポソームは、脂質薄膜を INS 溶液で水和することにより調製した。評価は、
INS 封入リポソームを水あるいは 0.1%酢酸に分散させた後、それぞれの方法で封
入 INS と未封入 INS を分離定量した。加えて、リポソームと INS の単純な混合液
についても、同様に評価した。両方法から見積もられた INS 封入リポソーム、お
よび、リポソームと INS の単純混合液の薬物封入率を Table 3-17 に示す。なお、
INS 封入リポソーム製剤中の封入 INS および未封入 INS の分離定量ために最適化
したカラムスイッチング HPLC 条件は、Table 3-18 に示す通りであった。また、得
られた代表的クロマトグラムを Figure 3-19 に示す。 
水で分散した試料については、両方法から得た INS 封入リポソーム、および、
リポソームと INS の単純混合液の見積もられた薬物封入率はそれぞれ、約 45%、
および、約 5%となり、両方法から得た結果は良好に一致した。なお、試料の pH








薬物封入率であった。なお、試料の pH はいずれも 3.3 であった。これは、カラム
スイッチング HPLC 法は、INS と SPE カラムとの疎水的相互作用により、リポソ
ーム表面に吸着した INS を未封入薬物として分離できたのに対し、遠心分離法で
は、リポソーム表面に吸着あるいは凝集体内部に取り込まれた INS を封入 INS と
ともに沈殿させた結果、封入 INS と分離できず、あたかも封入された INS と見積
もったことが原因と推定された。 
Table 3-16. Formulation of INS liposome. 
Components Concentration (mg/mL) 
Insulin, human recombinant 2.0 
Phospholipid DPPC 58.7 DCP 10.9 
Inner phase A mixture of PBS and 0.01 mol/L HCl (1:1, v/v) Outer phase 
 







EE ± SD (%) 
INS liposome Mixture of liposome and INS 
in water (pH7.4) Ultracentrifugation 43.6 ± 0.18 4.6 ± 0.40 Column-switching HPLC 44.0 ± 0.58 5.7 ± 0.22 




Table 3-18. The optimized analytical conditions of the column-switching HPLC 
system for INS liposome. 
Detection:  UV (Detection wavelength: 230 nm) 
Separation column:  MAYI-ODS (G) (10 mm × 4.6 mm I.D., 50 μm) (10 ˚C) 
Extraction column:  YMC-Pack Pro C18 (23 mm × 4.0 mm I.D., 3 μm) (55 °C) 
Analytical column:  YMC-Pack Pro C18 (75 mm × 4.6 mm I.D., 3 μm) (Ambient) 
Mobile phase 
Pump A1 and B1:  Water 
Pump A2 and B2:  A mixture of acetonitrile, water and perchloric acid (800:200:1, v/v/w) 
Flow rate 
Total of pump A1 and A2: 1 mL/min 
Total of pump B1 and B2: 1 mL/min 
Sample concentration: 0.2 mg/mL as INS 
Injection volume:  100 μL 
Program:   Linear gradient and valve position as shown below 
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Figure 3-19. Representative chromatograms of INS liposome obtained by the optimized 
column-switching HPLC; (a) sample suspension of INS liposome (0.2 mg/mL diluted with 
water), (b) water (blank). 
min






















(Transmission electron microscope: TEM)により、PBS中あるいは 0.1%酢酸中に分散
させたINS封入リポソームの形態を観察した (Figure 3-20)。PBS中に分散したINS
封入リポソームは良好な分散状態であった一方 (Figure 3-20 (a))、0.1%酢酸中に分
散したINS封入リポソームは凝集体となっていた (Figure 3-20 (b))。 
これまでに得た粒子径、ゼータ電位、および、TEM 観察像の結果は、0.1%酢酸












Table 3-19. Particle sizes and zeta potentials of INS liposome and mixture. 
Sample INS liposome Mixture of liposome and INS 
Liposome 
without INS 


















Zeta potential ± SD (mV) 
in PBS 
(pH7.4) -20.9 ± 1.17 -26.8 ± 1.26 -33.2 ± 1.67 
in 0.1% acetic 

















Figure 3-21. Schematic explanation for separation of encapsulated and unloaded (free) 
INSs in liposome formulation by (a) the developed column-switching HPLC (SPE column) 





第 3 節 小活 
遠心分離法および開発したカラムスイッチング HPLC 法を用いて、INS 封入リ
ポソーム中の INS を分離評価し、その封入状態について考察することで、以下の
知見を得た。 
1) 遠心分離法で、0.1%酢酸中に分散した INS 封入リポソームを評価したところ、
リポソーム表面に吸着あるいは凝集体内部に取り込まれた INS を封入 INS と
分離できず、あたかも封入 INS と見積もる結果となった。 
2) 一方、カラムスイッチング HPLC 法で、0.1%酢酸中に分散した INS 封入リポ
ソームを評価したところ、リポソーム表面に吸着した INS を封入 INS と分離
することができた。 



































分離法および開発したカラムスイッチング HPLC 法を用いて、INS 封入リポソーム
製剤中の INS を分離評価し、その封入状態について考察したところ、遠心分離法で
は、リポソーム表面に吸着した INS を封入 INS と分離することができなかったが、
カラムスイッチング HPLC 法は、リポソーム表面に吸着あるいは凝集体内に取り込












第 1 章の実験 
1.1 試薬および試料 
ドキソルビシン (DXR)塩酸塩は、Sicor (Milan, Italy)より購入した。サルブタモ
ール (SBM)硫酸塩 (hemisulfate)は、東京化成工業 (Tokyo, Japan)より購入した。
E7107 は、エーザイ (Tokyo, Japan)で合成したものを用いた。水素添加大豆ホスフ
ァチジルコリン (HSPC)は、Lipoid (Steinhausen, Switzerland)より購入した。1,2- ジ
ステアロイル-sn-グリセロ-3-ホスホコリン (DSPC)は、日本精化 (Osaka, Japan)より
購入した。卵ホスファチジルコリン (EPC)は、日本油脂 (Tokyo, Japan)より購入し
た。コレステロールは、Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)より購入した。2 種類
のN-(カルボニル-メトキシポリエチレングリコール 2000)-1,2-ジステアロイル-sn-
グリセロ-3-ホスホエタノールアミンナトリウム、MPEG2000-DSPEおよびDSPE-
020CNはそれぞれ、Corden Pharma (Liestal, Switzerland)および日本油脂から購入し
た。硫酸アンモニウム、スクロース、および、L-ヒスチジンは、和光純薬工業 
(Osaka, Japan)より購入した。ヒドロキシ-β-シクロデキストリン (HP-β-CyD)は、
Roquette (Lestrem, France)より購入した。Doxil®は、Janssen Pharmaceuticals (Tokyo, 
Japan)から購入した。 
アセトニトリル (ACN)およびメタノール (MeOH)は、関東化学 (Tokyo, Japan)よ
り購入した。トリフルオロ酢酸 (TFA)、過塩素酸 (HClO4)、酢酸 (CH3COOH)、リ
ン酸二水素ナトリウム二水和物 (NaH2PO4·2H2O)、塩化ナトリウム (NaCl)、ドデ
シル硫酸ナトリウム (SDS)、酢酸アンモニウム (CH3COONH4)、および、リン酸水
素二ナトリウム (Na2HPO4)は、和光純薬工業 (Osaka, Japan)より購入した。その他
の試薬は、特級もしくはHPLC用のものを用いた。水は、超純水製造装置 (Milli-
Q® TOC purification system; Millipore, Bedford, MA, USA)にて精製したものを用いた。 
1.2 DXR、SBM および E7107 封入リポソーム、および、試料溶液の調製 
リポソームは薄膜法によって調製し、薬物溶液と混合して加温することによる
リモートローディング法 [37,38]により、薬物を封入した。 
Table 1-1、Table 1-8、あるいは、Table 1-9 に示す組成のリン脂質をメタノール
とクロロホルムの混液に溶解した後、リン脂質薄膜が得られるまで減圧乾燥した。
得られたリン脂質薄膜に、40 °C に保った Table 1-1、Table 1-8、あるいは、Table 
1-9 に示す内水相を加えて分散させた後、粒子径を調整するために、細孔径
100 nm のポリカーボネート膜 (Nuclepore Track-Etched Polycarbonate Membrane; GE 
healthcare, Tokyo, Japan)に数回通した。得られたリポソームを 452,000 ×g で 60 分
以上遠心分離 (CP-80WX; 日立工機, Tokyo, Japan)し、上澄液を廃棄後、リポソーム




別に、DXR、SBM、および、E7107 をそれぞれ、Table 1-1、Table 1-8、あるい
は、Table 1-9 に示す外水相に溶解し、DXR、SBM、および、E7107 保存溶液とし
た。 
DXR、SBM、あるいは、E7107 の濃度がそれぞれ、2.0、1.0、および、
1.0 mg/mL となるように、リポソーム保存液と各薬物の保存溶液を 1:1 (v/v)の割合




よび、0.1 mg/mL とした。 
1.3 粒子径およびゼータ電位測定 





1.4 カラムスイッチング HPLC システムおよび薬物封入率の測定 
カラムスイッチング HPLC システムの構成は Figure 1-4 に示すとおりであった。
いずれの構成装置も島津製作所製 (Kyoto, Japan)のものを使用した。 
ポンプは、未封入薬物と封入薬物を分離するために移動相 B1 を送液する LC-
10ADvp (Pump B1)、封入薬物を効率的に抽出するために移動相 B2 を送液する
LC-10ADvp (Pump B2)、および、未封入薬物および未封入薬物をそれぞれ分析す
るために移動相 A1 および A2 を送液する FCV-10ALvp 低圧グラジエントユニット
を備えた LC-10ADvp (PumpA1 および A2)を用いた。オートサンプラーは、SIL-
10ADvp、デガッサーは、DGU-14、2 つのカラム恒温槽は、CTO-10AC、2 つの 6
方バルブは、FCV-12AH、UV 検出器は、SPD-20Avp を用い、ポンプとともに、シ
ステムコントローラーSCL-10Avp で制御した。データ処理および解析には、
CLASS-VP LC-solution (ver6.12 SP5)を使用した。 
封入薬物および未封入薬物の分離検討に用いた SPE カラムは、Table 1-2 に示す
通りであった。一方、封入薬物および未封入薬物の分析には、YMC-Pack Pro C18 










452,000 ×g で 60 分以上遠心分離 (CP-80WX)し、上澄液を得た。得られた上澄液を、
HPLC (Agilent 1200 series; Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)で分析し、対
応する標準溶液 (DXR: 0.2 mg/mL、SBM: 0.2 mg/mL、あるいは、E7107: 0.1 
mg/mL)から得た対象薬物のピーク面積と比較することで、上澄液の薬物濃度を算
出した。その後、Equation 2 に従い、薬物封入率を求めた (3 回測定の平均値)。な
お、HPLC 操作条件は、それぞれのリポソームに対するカラムスイッチング
HPLC 操作条件における未封入薬物の分析条件と同じであった (DXR: Table 1-3、





 × 100= �1 - Fdrug
Tdrug
�  × 100 
where, 
EE: Encapsulation efficiency (%) 
Tdrug: Total drug obtained from standard solution 
Fdrug: Free (unloaded) drug obtained from supernatant 
 
第 2 章の実験 
2.1 試薬および試料 
第 1 章で用いた試薬のほかに、硫酸アンモニウム、リン酸緩衝生理食塩水 
(PBS; 137 mmol/L NaCl, 8.1 mmol/L Na2HPO4, 2.68 mmol/L KCl, and 1.47 mmol/L 
KH2PO4, pH 7.4)、および、0.1 mol/L塩酸は、和光純薬工業より購入した。 
透析膜には、CelluSep® F1 (MWCO: 3.5 kDa)およびF3 (MWCO: 12-14 kDa) 




2.2 DXR および SBM 封入リポソーム、および、試料溶液の調製 
第 1 章と同様に、リポソームは薄膜法によって調製し、薬物溶液と混合して加
温することによるリモートローディング法により、薬物を封入した。 
Table 2-14 あるいは Table 2-15 に示す組成のリン脂質をメタノールとクロロホル
ムの混液に溶解した後、リン脂質薄膜が得られるまで減圧乾燥した。得られたリ
ン脂質薄膜に、40 °C に保った Table 2-14 あるいは Table 2-15 に示す内水相を加え
て分散させた後、粒子径を調整するために、細孔径 100 nm のポリカーボネート膜 
(Nuclepore Track-Etched Polycarbonate Membrane)に数回通した。得られたリポソー
ムを 452,000 ×g で 60 分以上遠心分離 (CP-80WX)し、上澄液を廃棄後、リポソー
ムの沈殿物を、Table 2-14 あるいは Table 2-15 に示す外水相に再分散して、リポソ
ーム保存液とした。 
別に、DXR および SBM をそれぞれ、Table 2-14 あるいは Table 2-15 に示す外水
相に溶解し、DXR および SBM 保存溶液とした。 
DXR あるいは SBM 濃度がそれぞれ、2.0 および 1.0 mg/mL となるように、リポ
ソーム保存液と各薬物の保存溶液を 1:1 (v/v)の割合で混合した後、時折振り混ぜ





するカラムスイッチング HPLC 操作条件はそれぞれ、Table 1-3、および、Table 
1-10 に示す通りであった。薬物封入率は、3 回測定の平均値を求めた。 
2.4 粒子径およびゼータ電位測定 
第 1 章と同様に、粒子径およびゼータ電位の測定には、ELS-8000 を用いた。リ




2.5 DXR の溶解度測定 
過剰量の DXR を 0.1 mol/L 塩酸あるいは PBS に加えて、37 °C に保って約 24 時
間攪拌した。その後、DXR の分散液を GL chromatodisc 4A (pore size: 0.2 µm; GL
サイエンス, Tokyo, Japan)を使ってろ過し、得られたろ液を水で 1/10 に希釈後、
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HPLC で分析した。標準溶液 (DXR 濃度: 0.2 mg/mL)から得た DXR のピーク面積と
比較することで、溶解度を求めた。HPLC 操作条件は、DXR 封入リポソームに対
するカラムスイッチング HPLC 操作条件における未封入薬物の分析条件と同じで
あった (Table 1-3 参照)。 
2.6 透析法による in vitro 薬物放出試験 
透析によるin vitro薬物放出試験法の概略図は、Figure 2-12 に示した。透析膜は、
使用前に水で約 20 分間洗浄し、さらに、分散溶媒中に約 12 時間浸した後に使用
した。リポソーム製剤を小型透析用容器QuixSep® (Membrane Filtration Products, 
TX, USA)に移し、透析膜で被った後、リポソームを含んだQuixSepを 50 mLの分
散溶媒を含んだガラス容器に浸し、37 °Cに保って、磁気型攪拌装置で攪拌した。
リポソーム製剤の投入量は、DXR封入リポソーム 100 μL、および、SBM封入リポ
ソーム 500 μLであった。QuixSepの透析可能面積は、約 0.8 cm2であった。規定時
間に分散溶媒 1 mLを採取し、一部をHPLC (Agilent 1200 series)に注入した。分散
溶媒中の対象薬物のピーク面積を、標準溶液 (DXR: 4 μg/mL、あるいは、SBM: 20 
μg/mL)から得た対象薬物のピーク面積と比較することで、透析膜を通して漏出し
た薬物の濃度を算出し、Equation 3 に従い、薬物放出率を求めた (3 回測定の平均
値)。また、HPLC操作条件は、それぞれのリポソームに対するカラムスイッチン
グHPLC操作条件における未封入薬物の分析条件と同じであった (DXR: Table 1-3、
および、SBM: Table 1-10 参照)。 
Equation 3 
Release (%) = 
Rdrug
Tdrug
 × 100 
where, 
Rdrug: Released (free) drug 
Tdrug: Total drug obtained from the standard solution 
2.7 カラムスイッチング HPLC システムによる in vitro 薬物放出試験 
カラムスイッチング HPLC システムによる in vitro 薬物放出試験法の概略図は、
Figure 2-12 に示した。37 °C に保った分散溶媒を含む HPLC バイアルにリポソーム
製剤を分散し、時折穏やかに攪拌しながら、規定時間に分散溶媒をオートサンプ
ラーで採取し、カラムスイッチング HPLC システムに直接注入した。封入薬物と
未封入薬物を分離定量し、Equation 4 に従い、薬物放出率を求めた (3 回測定の平
均値)。なお、リポソームと分散溶媒の混合割合は、DXR 封入リポソーム:分散溶
媒 = 1:9 (v/v)、および、SBM 封入リポソーム:分散溶媒 = 1:4 (v/v)であった。また、
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カラムスイッチング HPLC システムの操作条件は、DXR、あるいは、SBM 封入リ
ポソームそれぞれに対して最適化した操作条件を使用した (Table 1-3、あるいは、
Table 1-10 参照)。 
Equation 4 
Release (%) = 
Rdrug
Tdrug
 × 100 = 
Rdrug
Rdrug+Edrug
 × 100 
where, 
Rdrug: Released (free) drug 
Tdrug: Total amount of drug  
Edrug: Encapsulated drug in the liposome 
 
第 3 章の実験 
3.1 試薬および試料 
第 1 章および第 2 章で用いた試薬のほかに、インスリン (INS), ヒト, 組み換え体、
L-α-ホスファチジルコリン ジパルミトイル (DPPC)、および、酢酸は、和光純薬工
業、リン酸ジセチル (DCP)は、Sigma-Aldrich より購入した。 
3.2 INS 封入リポソームおよび試料溶液の調製 
リン脂質薄膜を調製し、INS 溶液で水和することによって、リポソームの形成
と同時に INS を封入した。 
Table 3-16 に示す組成のリン脂質をクロロホルムに溶解した後、リン脂質薄膜が
得られるまで減圧乾燥した。別に、INS を 0.01 mol/L 塩酸に溶解した後、PBS で
希釈することによって、Table 3-16 に示す内外水相に溶解した INS 溶液 
(2.0 mg/mL)とした。得られたリン脂質薄膜に、60 °C に保った INS 溶液を加えて
分散させた後、粒子径を調整するために、細孔径 200 nm のポリカーボネート膜 
(Nuclepore Track-Etched Polycarbonate Membrane)に数回通し、INS 封入リポソーム
とした。 
また、INS 溶液 (2.0 mg/mL)と PBS でリン脂質薄膜を水和して調製した INS 未封




3.3 カラムスイッチング HPLC による薬物封入率の測定 
第 1 章および第 2 章で用いたカラムスイッチング HPLC システムと同じ構成の
ものを用いた (Figure 1-4)。カラムスイッチング HPLC システムの操作条件は、
INS 封入リポソームに対して最適化した条件を用いた (Table 3-18)。カラムスイッ
チング HPLC システムへの注入にあたっては、INS 封入リポソームを水あるいは
0.1%酢酸で希釈し、INS 濃度を 0.2 mg/mL とした。薬物封入率は、3 回測定の平均
値を求めた。 
3.4 遠心分離による薬物封入率の測定 
第 1 章と同様に、カラムスイッチング HPLC に注入するにあたって調製した
INS 封入リポソーム分散液を 452,000 ×g で 60 分以上遠心分離 (CP-80WX)し、上澄
液を得た。得られた上澄液を HPLC (Agilent 1200 series)で分析し、対応する標準溶
液 (0.2 mg/mL)から得た INS のピーク面積と比較することで、上澄液中の INS 濃度
を算出した。その後、Equation 2 に従い、薬物封入率を求めた (3 回測定の平均値)。
なお、HPLC 操作条件は、INS 封入リポソームに対するカラムスイッチング
HPLC 操作条件における未封入 INS の分析条件と同じであった (Table 3-18)。 
3.5 粒子径およびゼータ電位測定 
第 1 章および第 2 章と同様に、粒子径およびゼータ電位の測定には、ELS-8000




3.6 TEM による観察 
INS 封入リポソームを PBS あるいは 0.1%酢酸に分散させた後、4 °C で 5 分間静
置した。その後、INS 封入リポソーム分散液を、カーボン支持膜を張った 400 メ
ッシュに滴下して、2%リンタングステン酸水溶液 (pH7.0)で 1 分間ネガティブ染
色を行った。 
透過型電子顕微鏡 (JEM-1400 Plus; 日本電子, Tokyo, Japan)を用い、試料中のリポ
ソームについて観察した (加速電圧: 80 kV)。デジタル観察像 (2048×2048 pixels)は、





ACN:   アセトニトリル (acetonitrile) 
DCP:   リン酸ジセチル (dicetyl phosphate) 
DDS:   薬物送達システム (drug delivery system) 
DPPC: L-α-ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン ・ ジ パ ル ミ ト イ ル (L-α-
phosphatidylcholine dipalmitoyl) 
DSPC: 1,2- ジステアロイル-sn-グリセロ-3-ホスホコリン (1,2-
distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) 
DSPE-020CN: N-(カルボニル-メトキシポリエチレングリコール 2000)-1,2- 
ジステアロイル-sn-グリセロ-3-ホスホエタノールアミンナト
リ ウ ム (N-(carbonyl-methoxypolyethylene glycol 2000)-1,2-
distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine sodium) 
DNA:   デオキシリボ核酸 (deoxyribonucleic acid) 
DXR:   ドキソルビシン (doxorubicin) 
EE:   封入率 (encapsulation efficiency) 
EPC:   卵ホスファチジルコリン (egg phosphatidylcholine) 
HP-β-CyD: ヒ ド ロ キ シ -β- シ クロ デ キ スト リ ン  (hydroxypropyl-β-
cyclodextrin) 
HPLC: 高速液体クロマトグラフィー (high performance liquid 
chromatography) 
HSPC: 水素添加大豆ホスファチジルコリン (hydrogenated soy 
phosphatidylcholine) 
INS:   インスリン (insulin) 
MeOH:   メタノール (methanol) 
MPEG2000-DSPE: N-(カルボニル-メトキシポリエチレングリコール 2000)-1,2-
ジステアロイル-sn-グリセロ-3-ホスホエタノールアミンナト




MWCO:  分画分子量 (molecular weight cut-off) 
PBS:   リン酸緩衝生理食塩水 (phosphate buffered saline) 
PEG:   ポリエチレングリコール (polyethylene glycol) 
SBM:   サルブタモール (salbutamol) 
siRNA:   低分子干渉リボ核酸 (small interfering ribonucleic acid) 
SDS:   ドデシル硫酸ナトリウム (sodium dodecyl sulfate) 
SPC:   大豆ホスファチジルコリン (soybean phosphatidylcholine) 
SPE:   固相抽出 (solid phase extraction) 
TFA:   トリフルオロ酢酸 (trifluoroacetic acid) 
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